Caracterización molecular de las hormigas tapinoma (formicidae: dolichoderinae) de la región neotropical by Sánchez, Cindra Vaneza
 
 
 
Facultad de Ciencias Básicas 
 
 
 
Biología 
 
 
 
 
Caracterización molecular de las hormigas Tapinoma (Formicidae: Dolichoderinae) 
de la región Neotropical 
 
 
 
Autora: Cindra Vaneza Sánchez 
 
 
 
 
 
Tutor Académico: Roberto José Guerrero. Grupo de investigación de Insectos 
Neotropicales, Universidad del Magdalena 
 
 
 
 
Asesor Académico: Juan Carlos Londoño (Candidato a Doctor, UCV) 
 
 
 
 
Noviembre, 2017 
 INDICE 
 
 
 
1. Introducción 
2. Objetivos 
3. Justificación 
4. Generalidades de la entidad 
5. Resultados 
6. Conclusión  
7. Referencias bibliográficas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Introducción 
En América, la subfamilia Dolichoderinae está conformada por los géneros Anillidris, 
Azteca, Bothriomyrmex, Dolichoderus, Dorymyrmex, Forelius, Gracilidris, Linepithema, 
Liometopum, Tapinoma y Technomyrmex (Bolton et al., 2007). La mayoría de esos géneros 
se distribuyen dentro de la región Neotropical (Guerrero y Sanabria 2011), pero algunos 
como Tapinoma son de distribución pantropical con componentes cosmopolitas (e.g., 
Tapinoma melanocephalum; Wetterer 2009). 
 
Recientemente Ward et al. (2010) exploraron las relaciones filogenéticas dentro de la 
subfamilia Dolichoderinae, sugiriendo que las hormigas del género Tapinoma constituyen 
un grupo monofilético dentro de la tribu Tapinomini. Este género de hormigas muy 
pequeñas (no sobrepasan los dos milímetros), exhibe una mayor riqueza de especies en 
regiones tropicales, no obstante, la mayoría de esas especies se concentran en las regiones 
Etiópica e Indoaustraliana, pero un menor número (< 30%) se encuentran restringidas a la 
región Neotropical (Fisher, 2010). Para la región Neotropical se han descrito 
exclusivamente 27 entidades específicas e infraespecíficas de Tapinoma (Bolton et al., 
2007), pero el análisis morfológico de poblaciones de cada una de esos taxones ha 
permitido esclarecer el panorama taxonómico y delimitar nueve especies (Guerrero datos 
sin publicar). 
 
Las especies sugeridas dentro del nuevo esquema taxonómico de las hormigas Tapinoma 
para la región Neotropical, proveen información importante para adelantar diferentes 
estudios biológicos de índole evolutivo, ecológicos, genética de poblaciones, entre otros, ya 
que algunas de esas especies son endémicas de formaciones insulares (Tapinoma opacum), 
mantienen relaciones simbióticas con algunas plantas e insectos (Tapinoma ramulorum) o 
son catalogadas como invasoras (Tapinoma melanocephalum). Debido a la amplia 
variabilidad morfológica que exhiben algunas de esas especies a lo largo de su distribución 
(e.g., Tapinoma ramulorum) y a la dificultad de extracción de caracteres diagnósticos en las 
obreras, es indispensable la generación de otro tipo de información que permita evaluar la 
hipótesis de delimitación de cada una de esas especies que habitan en la región Neotropical; 
con base en lo anterior, la generación y uso de secuencias de ADN proporciona 
información para adelantar estudios de diferenciación y divergencia genética dentro y entre 
las especies planteadas en el trabajo taxonómico, y de esta manera aporta información 
valiosa y complementaria a los caracteres morfológicos. 
 
En la actualidad, se viene desarrollando el proyecto de investigación Sistemática y 
Evolución de las hormigas Tapinoma Föerster (Formicidae: Dolichoderinae) en la región 
Neotropical (abreviado Tapinoma de la región Neotropical), cuyos objetivos se centran en 
esclarecer la taxonomía de esas hormigas e inferir la historia evolutiva (i.e., relaciones 
filogenéticas y biogeografía) en la región Neotropical. Como resultado de la primera fase se 
han delimitado 17 especies (Guerrero datos sin publicar), algunas con amplia distribución a 
lo largo de la región Neotropical (e.g., T. ramulorum) y otras endémicas de islas del caribe 
(e.g., T. opacum endémica de La Española, y T. rasenum endémica de Puerto Rico). La 
segunda fase consiste en generar secuencias de ADN tanto nuclear como mitocondrial para 
desarrollar diferentes análisis a nivel genealógico y filogenético, que sirvan de base para la 
evaluación de hipótesis relacionadas con: 1) delimitación de las especies (i.e., monofilia de 
las especies); 2) relaciones de parentesco entre las especies y posibles grupos de especies; y 
3) inferencia de escenarios biogeográficos que incluyan hipótesis de tiempos de divergencia 
entre especies. Teniendo en cuenta el desarrollo de la segunda fase del proyecto, el 
desarrollo de esta pasantía de investigación aportó sustancialmente a los objetivos y 
resultados del proyecto Tapinoma de la región Neotropical, permitiendo al mismo tiempo 
reforzar la formación del estudiante en el campo de la biología, enfatizando en el ámbito de 
la biología molecular. 
 
1. Objetivo general 
Generar secuencias de diferentes regiones de ADN en las hormigas Tapinoma (Formicidae: 
Dolichoderinae) que habitan en la región Neotropical.  
 
Objetivos específicos 
1. Preparar y separar las distintas muestras para procesamiento de ADN. 
2. Elaborar bases de datos pre y pos tratamiento de las hormigas Tapinoma 
3. Estandarizar protocolos de extracción y amplificación para las diferentes secuencias 
genéticas de ADN mitocondrial y nuclear. 
4. Realizar la extracción y amplificación de ADN de hormigas Tapinoma 
5. Preparar las secuencias de ADN obtenidas para el envío a bases de datos tipo 
GenBank. 
 
2. Justificación 
Una clasificación natural intenta representar las relaciones históricas de todos los 
organismos de un taxón, es decir busca integrar a todos los descendientes bajo su ancestro 
común (taxón monofilético); no obstante, esto no siempre se cumple y generalmente las 
clasificaciones que se manejan, muestran un esquema taxonómico y no filogenético, lo cual 
puede presentarse por múltiples condiciones, como por ejemplo, ambigüedades en la 
delimitación de las especies por falta de características taxonómicamente informativas. Esta 
situación es observada parcialmente al interior del género Tapinoma, tal vez, por la 
exigüidad de información que ha sido utilizada para comprender las diferencias fenotípicas 
y genéticas tanto al interior de las especies como entre ellas, lo cual evidentemente ha 
generado una sobreestimación de la biodiversidad dentro de este género de hormigas. Este 
panorama podría cambiar si se incluyeran diversos recursos ya que, la integración de varias 
líneas de evidencia como el uso de ADN en los estudios taxonómicos ha permitido, no sólo 
respaldar hipótesis de delimitación de especies, sino que ha permitido mejorar la 
comprensión evolutiva (relaciones filogenéticas, evolución de caracteres, estimación de 
tiempos de divergencia, entre otros) del grupo en cuestión. 
 
La utilidad de secuencias de ADN se vuelve una herramienta idónea para identificar posible 
diferenciación dentro de estas especies, aportando información y recursos que permiten: a) 
contrastar o poner a prueba las especies-hipótesis que desde la morfología han sido 
delimitadas; b) inferir las relaciones filogenéticas de las especies delimitadas que se 
distribuyen en los diferentes hábitats dentro de la región Neotropical; c) bajo un escenario 
filogenético sugerido, poder reconstruir la historia biogeográfica del género Tapinoma, 
respondiendo preguntas tales como ¿Dónde pudo haber evolucionado el género dentro de la 
región Neotropical? ¿Las especies que habitan en la región Neotropical corresponden a un 
ensamblaje monofilético? ¿Hace cuánto tiempo evolucionaron las especies Neotropicales?, 
entre otros cuestionamientos de índole evolutivo.  
 
El desarrollo de esta propuesta de pasantía de investigación contribuyó en mi crecimiento 
académico y profesional dentro de la rama de la genética y biología molecular; no obstante, 
esta propuesta también tuvo como meta coadyuvar en la generación de información dentro 
del proyecto de investigación Sistemática y Evolución de las hormigas Tapinoma 
(Formicidae: Dolichoderinae) en la región Neotropical; además, permitió avanzar en los 
objetivos y resultados tanto académicos como de generación de información científica y de 
apropiación social del conocimiento, además promovió el desarrollo de nuevos temas de 
investigación para otros estudiantes integrados a esa y otras investigaciones en el ámbito de 
la taxonomía, filogenética y evolución de hormigas. 
 
3. Generalidades de la entidad 
 
El grupo de Investigación de Insectos Neotropicales, es un grupo de investigación de la 
facultad de Ciencias Básicas de la Universidad del Magdalena, dirigido por la profesora 
Paula Andrea Sepúlveda Cano. El grupo tiene como propósito centrar sus investigaciones 
en la biología, ecología y taxonomía de insectos Neotropicales en sistemas naturales, 
perturbados y agrícolas. En los próximos 10 años, el grupo de investigación en insectos 
Neotropicales se proyecta como un grupo líder y el foco de conocimiento de la región 
Caribe de Colombia y un ente de peso científico e investigativo a nivel nacional e 
internacional. Posicionado como grupo categoría A dentro del escalafón de Colciencias, 
gracias a importantes contribuciones en el conocimiento de la entomofauna colombiana y 
Neotropical; Además será uno de los principales elementos que acompañará el 
fortalecimiento de la colección entomológica de la Universidad del Magdalena. 
 
6. Resultados 
Resultados actividades asignadas por el Centro, Grupo, Instituto de Investigaciones o 
Entidad presentadas en el Plan de trabajo de la propuesta de Pasantía (Cronograma). 
 Para la generación de secuencias de ADN de las hormigas del género Tapinoma se procedió 
a tomar muestras de especímenes vivos provenientes de Argentina, Bolivia, Cuba, Ecuador, 
Guatemala, Honduras, Islas del Caribe, México, República Dominicana, entre otros. 
Además, se solicitó material en préstamo de distintas instituciones, mencionadas a 
continuación: 
 
BMNH: Museo Británico de Historia Natural, Londres, Reino Unido. CASC: Academia de 
Ciencias de California, San Francisco, CA, EUA. CEPLAC: Centro de Pesquisas del 
Cacao, Comissão do Plano de Lavoura, Itabuna, Bahia, Brasil. CWEM: Colección de 
Hormigas de William y Emma Mackay, Universidad de Texas, El Paso, Texas, EUA. 
IAVH: Colección de Insectos, Instituto Alexander von Humboldt, Claustro de San Agustín, 
Villa de Leyva, Colombia. IMLA: Instituto Miguel Lillo, San Miguel de Tucumán, 
Tucumán, Argentina. INBio: Instituto Nacional de Biodiversidad, Costa Rica. JTLC: John 
T. Longino, Colección personal, Universidad de Utah, Salt Lake City, UT, EUA. LACM: 
Museo de Historia Natural del condado de Los Angeles, Los Angeles, CA, EUA. MACN: 
Museo Argentino de Ciencias Naturales, Buenos Aires, Argentina. MCZC: Museo de 
Zoología Comparada, Universidad de Harvard, Cambridge, MA, EUA. MHN-ICN: 
Colección de Insectos, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia, 
Bogotá D.C., Colombia. MHNG: Museo de Historia Natural, Ginebra, Suiza. MIZA: 
Museo del Instituto de Zoología Agrícola, Universidad Central de Venezuela, Maracay, 
Aragua, Venezuela. MSNG: Museo de Historia Natural, Génova, Italia. MUSENUV: 
Museo de Entomología de la Universidad del Valle, Cali, Colombia. MZSP: Museo de 
Zoología de la Universidad de São Paulo, São Paulo, Brasil. NHMB: Museo de Historia 
Natural, Basilea, Suiza. PSWC: Colección de Phillip S. Ward, Universidad de California, 
Davis, CA, EUA. UNAB: Colección de insectos de la Facultad de Agronomía, Universidad 
Nacional de Colombia, Bogotá D.C., Colombia. UNAM: Universidad Nacional Autónoma 
de México, México D. F., México. UNCM: Museo de Entomología "Francisco Luis 
Gallego", Universidad Nacional de Colombia, Medellín, Colombia. USNM: Museo 
Nacional de Historia Natural, Washington, D.C., EUA. UVGC: Colección de Artrópodos, 
Universidad del Valle de Guatemala, Ciudad de Guatemala, Guatemala. ZMUC: Museo 
Zoológico de Dinamarca, Universidad de Copenhague, Dinamarca. 
 
El material enviado fue separado en especímenes preservados en seco (alfileres) y en 
líquido (Etanol). Debido a los protocolos utilizados (ver más adelante), sólo fueron 
utilizados aquellas muestras preservadas en Etanol con concentración entre el 70 al 96% 
 
Para el proceso de extracción de ADN, se separaron 81 muestras en tubos de 
microcentrifuga de 2µl con tapa rosca, fijados con alcohol isopropílico al 70-100. 
Posteriormente se procedió a la elaboración de una base de datos, en dónde cada tubo fue 
etiquetado con un código RJGF (e.g., RJGF-001) (Tabla 1). 
 Tabla 1. Base de datos para el análisis de ADN en las hormigas Tapinoma de la región 
Neotropical, y otras especies de géneros dolichoderinos. 
Taxón País Departamento, 
Estado o Provincia 
ID 
Axinidris hypoclinoides Uganda Kibale National Park RJFG - 024 
Liometopum apiculatum USA Texas RJFG - 028 
Liometopum occidentale USA Nevada RJFG - 027 
Tapinoma aff. ramulorum Costa Rica San José RJGF-074 
Tapinoma aff. ramulorum Honduras Cort RJGF-078 
Tapinoma aff. ramulorum Honduras Comayagua RJGF-079 
Tapinoma aff. ramulorum Nicaragua Matagalpa RJGF-089 
Tapinoma atriceps Argentina Misiones RJGF-0336 
Tapinoma atriceps Argentina Misiones RJGF-0340 
Tapinoma sp1. nov Colombia Huila RJGF-0237 
Tapinoma inrectum Nicaragua 
Región Autónoma del 
Atlántico norte 
RJGF-090 
Tapinoma inrectum Costa Rica San José RJFG - 031 
Tapinoma inrectum Costa Rica Heredia RJFG - 040 
Tapinoma litorale Guatemala Izabal RJGF-070 
Tapinoma litorale Mexico Oaxaca RJGF-073 
Tapinoma litorale Mexico Chiapas RJGF-094  
Tapinoma litorale Mexico Chiapas RJGF-101 
Tapinoma litorale Guatemala Petén RJGF-109 
Tapinoma litorale Nicaragua 
Región Autónoma del 
Atlántico norte 
RJGF-116 
Tapinoma litorale Colombia Magdalena JTL-9843 
Tapinoma litorale Bahamas North Bimini RJGF-001 
Tapinoma litorale USA Florida RJFG - 002 
Tapinoma litorale Honduras Roatan RJFG - 005 
Tapinoma litorale Mexico Cozumel RJFG - 006 
Tapinoma litorale Bahamas Half Moon Cay RJFG - 011 
Tapinoma litorale TCI Grand Turk RJFG - 014 
Tapinoma litorale Dominican Republic Prov. Duarte RJFG - 016 
Tapinoma litorale Dominican Republic La Vega RJFG - 020 
Tapinoma litorale USA Florida RJFG - 053 
Tapinoma litorale USA Florida RJFG - 055 
Tapinoma litorale  Mexico Chiapas RJGF-092 
Tapinoma melanocephalum Colombia Magdalena RJFG - 029 
Tapinoma melanocephalum Brasil Rondônia RJFG - 045 
Tapinoma melanocephalum Mexico Guerrero RJFG - 047 
Tapinoma opacum Dominican Republic Prov. San José de Ocoa RJFG - 017 
Tapinoma ramulorum Mexico Chiapas RJGF-072 
Tapinoma ramulorum Honduras Comayagua RJGF-080 
Tapinoma ramulorum Costa Rica San José RJGF-081 
Tapinoma ramulorum Honduras Atlantida RJGF-083 
Tapinoma ramulorum Nicaragua Jinotega RJGF-086 
Tapinoma ramulorum Nicaragua 
Región Autónoma del 
Atlántico norte 
RJGF-087 
Tapinoma ramulorum Nicaragua Matagalpa RJGF-088 
Tapinoma ramulorum Mexico Chiapas RJGF-091  
Tapinoma ramulorum Mexico Chiapas RJGF-096 
Tapinoma ramulorum Guatemala Zacapa RJGF-098 
Tapinoma ramulorum Guatemala Baja Verapa RJGF-099 
Tapinoma ramulorum Guatemala Petén RJGF-111 
Tapinoma ramulorum Guatemala Sacatepóquez RJGF-112 
Tapinoma ramulorum Guatemala Izabal RJGF-113 
Tapinoma ramulorum Guatemala Izabal RJGF-115 
Tapinoma ramulorum Guatemala Suchitep√©quez RJGF-117 
Tapinoma ramulorum Costa Rica Alajuela RJGF-118 
Tapinoma ramulorum Panamá Coclé RJGF-119 
Tapinoma ramulorum Mexico Oaxaca RJGF-120 
Tapinoma ramulorum Mexico Veracruz RJFG – 021 
Tapinoma ramulorum Costa Rica San José RJFG – 033 
Tapinoma ramulorum Panamá Darien RJFG – 038 
Tapinoma ramulorum Mexico Jalisco RJFG – 051 
Tapinoma schreiberi USA Nevada RJFG – 022 
Tapinoma sessile Mexico Chiapas RJGF-102 
Tapinoma sessile USA Nevada RJFG – 023 
Tapinoma sp2. nov. Islas Caimán Camaiman Bay RJFG – 007 
Tapinoma sp3. nov. Nicaragua Rio San Juan RJGF-0316 
Technomyrmex andrei Uganda Kibale National Park RJFG – 025 
 
Previamente a la amplificación del ADN de las hormigas del género Tapinoma, se 
estandarizó el procedimiento de extracción utilizando el protocolo sugerido por Moreau 
(2014), donde se incluyen algunas recomendaciones pertinentes; con base en esa 
información, se obtuvo la siguiente estructura:  
 
Extracción de ADN en hormigas de pequeño tamaño del género Tapinoma usando el kit de 
extracción “Isolate II Genomic DNA Kit” de Bioline®. 
 
Las muestras previamente conservadas y separadas en Etanol, fueron puestas en una 
cápsula de Petri, en dónde fueron humedecidas con alcohol (etanol al 96%) para evitar 
posibles fragmentaciones o daños en ella; posteriormente y con ayuda de pinzas 
entomológicas, se procedió a separar la cabeza y el mesosoma (incluyendo las patas), pero 
excluyendo el metasoma (gáster) de la hormiga, para posteriormente ser trasladado a un 
tubo de microcentrífuga estéril y libre de ADNasa y ARNasa. Cada uno de los tubos fueron 
rotulados con números consecutivos correspondientes a las muestras incluidas 
preliminarmente en un listado del cuaderno de laboratorio. Los tubos se dejaron con la tapa 
abierta durante 5-10 minutos con el propósito de evaporar por completo el restante de 
alcohol en las muestras.  
 
Una vez preparadas las muestras, se procedió a hacer uso del Kit de extracción Isolate II 
Genomic DNA Kit Bioline©. Se colocaron las columnas de extracción verdes dentro de los 
tubos colectores de 2ml que son proporcionados por el kit, y se rotuló con los respectivos 
números consecutivos correspondientes a las mismas muestras ya previamente preparadas. 
También, se separó y rotularon nuevos tubos de microcentrífuga de 1,5ml estériles donde se 
almacenó posteriormente el ADN extraído. 
 
A continuación, se describen los pasos que se siguieron en el proceso de extracción de 
ADN: 
 
Pre-lisis, se agregaron 180 µl de tampón de lisis GL a cada tubo y se maceró por completo 
las muestras, utilizando homogeneizadores plásticos (no incluidos en el kit). Una vez la 
muestra estuvo lo más homogeneizada posible, se le agregó 25 µl de solución de Proteinasa 
K, este conjunto se mezcló usando el VX-200 Vortex Mixer durante unos 5-10 segundos, y 
se dejó incubando toda la noche a 56°C sin exceder las 24 horas en una incubadora Labnet 
AccuBlock™ Digital Dry Bath. 
 
Lisis, Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las muestras fueron puestas en vórtex 
durante unos pocos segundos (2- 5 segundos) y se les agregó 200 µl de tampón de lisis G3, 
nuevamente fueron sometidos a mezclado en el vórtex, entre 5-10 segundos, y se dejó 
incubando a 70°C durante 10 minutos. 
 
 
Ajuste de las condiciones de fijación (binding) del ADN, Una vez incubado, se les dio un 
toque suave en el vórtex y se le agregó 120µl de etanol (96-100%) a cada muestra; luego se 
procedió a dejar en vórtex durante 5-10 segundos. 
 
Fijación de ADN, el contenido se trasladó dentro de la columna verde (donde permanecerá 
durante todo el proceso el ADN) y se centrifugó durante 1 min a 14000rpm en una 
Microcentrífuga Micro CL 21. El fluido fue descartado y el tubo colector se reutilizo. 
 Lavado de la Membrana de Sílica, a cada muestra se le agregaron 500µl de tapón de lavado 
GW1; se centrifugó por 1 minuto a 14000rpm el fluido restante se descartó y se reutilizó el 
tubo recolector, después se procedió a agregar 600µl de tampón de lavado GW2; se 
centrifugó por 1 minuto a 14000rpm, el fluido restante fue descartado y el tubo recolector 
reutilizado para ser nuevamente centrifugado por 1 min a 14000rpm. 
 
Secado de la Membrana de Sílica, Las columnas verdes fueron puestas a reposar en baño 
seco a 70°C por 3 min para evaporar el alcohol residual. 
 
Elución del ADN, las columnas verdes se colocaron dentro de los tubos de microcentrífuga 
de 1,5ml previamente enumerados, se les agregó en 2 partes un total de 40µl de tampón de 
elución G (previamente calentado a 70°C), en la primera se agregó 20µl del tampón de 
elución y se incubó a temperatura ambiente durante 5-10 minutos, luego se centrifugó a 
1min a 14000rpm; posteriormente se agregó el resto del tampón de elución y se repitió el 
procedimiento. Una vez finalizado el proceso, se procedió a realizar una electroforesis en 
gel de agarosa al 2% para evaluar la presencia de ADN. El proceso electroforesis fue 
realizado mediante dos cámaras, el primer modelo Owl Easy Cast B1-BP con tan solo 16 
pozos, y el segundo Owl Easy Cast B2-BP con 32 pozos, las condiciones de su uso fueron 
las siguientes. 
 
Cámara de Electroforesis TBE Agarosa Volts mAmps Tiempo 
Owl Easy Cast B1-BP 20ml 0,4 80 400 40 
Owl Easy Cast B2-BP 60ml 1,2 100 400 60 
 
Posterior a la extracción del ADN, éste fue dejado en conservación entre 5 a -20°C, para 
posterior análisis; ante resultados negativos, el procedimiento fue repetido hasta agotar el 
material de la muestra. 
 
El ADN mitocondrial y nuclear en las hormigas del género Tapinoma, fue examinado 
utilizando tres fragmentos, uno mitocondrial (Citocromo Oxidasa subunidad I, COI), y dos 
nucleares (wingless (WG) y long-wavelength rhodopsin (LWR)) utilizados por Wild (2009) 
(Tabla 2). Para el caso del COI, se utilizaron dos cebadores para obtener una secuencia más 
larga, con mayor información (caracteres) para los análisis filogenéticos y poblacionales. 
 
Tabla 2. Oligosecuencias o “primers” utilizados en la amplificación de ADN en Tapinoma. 
Tomado de Wild (2009). F= Forward, R= Reverse 
Wg290 (F)  GCWGTRACTCACAGYATCGC 
Wg645 (R)  CGRTCCTTBAGRTTRTCGCC 
LR143 (F)  GACAAAGTKCCACCRGARATGCT 
LR639ER  YTTACCGRTTCCATCCRAACA 
COI-13 (F)  ATAATTTTTTTTATAGTTATACC 
COI-14 (R)  ATTTCTTTTTTTCCTCTTTC 
COI-Jerry (F)  CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 
COI-Ben3r (R)  GCWACWACRTAATAKGTATCATG 
 
Para el proceso de amplificación de cada fragmento de ADN se utilizó una mezcla de 
reacción compuesta de H2O para PCR, Buffer, MgCl2, Iniciador F, Iniciador R, dNTP’s, 
Taq Polimerasa y el ADN de la muestra; las concentraciones y volúmenes de cada uno se 
encuentran en la Tabla 3. El procedimiento fue llevado a cabo en una cabina de seguridad, 
modelo 1300 series AII; una vez realizado las mezclas para el número de muestras 
necesarias se procedió a amplificar el ADN, para ello las muestras fueron ubicadas en un 
termociclador SimpliAmp Therminal Cycler A24812. 
 
Tabla 3: Mezcla de reacciones para la amplificación de ADN en hormigas Tapinoma. 
Componente Concentración Volumen para 25ul 
H2O para PCR -------------- 16,5ul 
Buffer  10x 2,5ul 
MgCl2 50mM 0,8ul 
Iniciador F 10pmol 1ul 
Iniciador R 10pmol 1ul 
dNTP’s 2mM 2ul 
Taq Polimerasa 5 UI/ul 0,2ul 
ADN muestra -------------- 1-2ul ADN total 
 
 
Protocolos estandarizados de las condiciones de PCR 
 
En la estandarización de las condiciones de PCR, se usó como referencia las condiciones 
registradas en: Moreau (2008), Wild (2009), Schmidt (2009), Moreau et al. (2013), Lorite 
et al. (2012), Pringle et al. (2012). Posterior a la experimentación en el proceso de 
amplificación de ADN, las condiciones que permitieron obtener resultados exitosos, fueron 
utilizadas para la amplificación de uno de los fragmentos de genes (Tabla 4). 
 
 
Fragmento 
de 
ADN 
Desnaturalización  
Inicial 
Desnaturalización Anillamiento Extensión Extensión 
Final 
T° Tiempo/ 
ciclos 
T° Tiempo/ 
ciclos 
T° Tiempo/ 
ciclos 
T° Tiempo/ 
ciclos 
T° Tiempo/ 
ciclos 
COI 13-14 94°C 5min x 
1 
94°C 1min x 
30 
45°C 1 min x 
30 
60°C 3min x 
30 
60°C 5min X 
1 
COI 94°C 2min x 95°C 1min x 45°C 1 min x 72°C 1min x 72°C 5min X 
Tabla 4: Condiciones de temperatura para amplificación y clonación de PCR. 
 
Una vez finalizado el proceso, se procedió a la verificación de la calidad y pureza del 
producto de PCR por medio de un montaje de electroforesis en gel de agarosa. El producto 
de PCR, es decir las amplificaciones y clonaciones positivas, fueron purificados con el 
propósito de eliminar restos de dNTP’s, cebadores, polímeros y oligómeros inespecíficos, y 
cualquier otro residuo que restara calidad al producto.  
 
Purificación de PCR 
Para iniciar con el proceso, inicialmente se preparó la muestra adicionándole una cantidad 
duplicada de H2O de PCR con respecto a la muestra original, en este caso se le agregaron 
30µl, posteriormente se le agregó el doble del volumen del Buffer CB (120µl a cada una de 
las muestras), esos líquidos fueron mezclados con una micropipeta y posteriormente fueron 
trasladados a columnas de extracción verdes dentro de los tubos colectores de 2ml, los 
cuales son proporcionados por el kit ISOLATE II PCR and Gel Kit®. Una vez realizado el 
proceso con todas las muestras, cada uno de los tubos es 1). centrifugado durante 30 
segundos a una velocidad de 14000rpm, 2). el fluido es descartado y el tubo colector se 
reutiliza, 3). se le agrega a cada muestra 650µl de Buffer CW, centrifugándose durante 30 
segundos a 11000xg, 4). el fluido es descartado nuevamente, y el tubo reutilizado para 
agregar 600µl de Buffer CW y continuar con un período de centrifugado durante 30 
segundos a 14000rpm, 5). el fluido es descartado y los tubos son centrifugados durante 1 
minutos sin solución, a 14000rpm. 
 
Al finalizar, las columnas verdes son puestas en baño seco a 70°C (previamente calentado) 
por 2 min para evaporar el Buffer restante. Las columnas verdes fueron colocadas dentro de 
los tubos de microcentrífuga de 1,5ml previamente rotulados, se les agregó 30µl de Buffer 
de elución C y se les dejó reposando durante 2 minutos, luego se centrifugaron durante 1 
minuto a 14000rpm; por último, las columnas verdes fueron descartadas. Una vez realizado 
todo el procedimiento anterior, las muestras fueron preparadas para un montaje de 
electroforesis en gel de agarosa y de esta manera confirmar la limpieza del producto en su 
totalidad para el posterior proceso de secuenciación.  
 
Finalmente, los productos de amplificación de los fragmentos de ADN (amplicones) fueron 
enviados al servicio de secuenciación y análisis molecular del instituto de genética de la 
Universidad Nacional de Colombia (SSiGMol); previamente al envío, el producto 
purificado de una muestra (amplicón codificado con RJGF-###) fue dividido en dos tubos 
Jerrry-Ben 1 35 35 35 1 
Lrw 94°C 2min x 
1 
95°C 1min x 
35 
60°C 1 min x 
35 
72°C 1min x 
35 
72°C 5min X 
1 
Wg 94°C 2min x 
1 
95°C 1min x 
40 
57°C 1 min x 
40 
72°C 1min x 
40 
72°C 5min X 
1 
de 10µl, a cada uno se le añadió el “primer” Forward (F) y a su contraparte, el “primer” 
Reverse (R). Las concentraciones de las muestras fueron establecidas por medio de la 
visualización de la fotografía tomada en un gel de agarosa, determinando así la 
concentración del tamaño molecular (pares de bases, pb; Figuras 1-4). Los amplicones 
preparados fueron analizados mediante la secuenciación enzimática a través del método de 
SANGER, utilizando secuenciador automático de análisis genético ABI3500;  
A. B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Determinación aproximada del tamaño o peso de los amplicones. A). Fotografía 
de electroforesis de 18 muestras purificadas del fragmento del gen WG, con un tamaño 
molecular entre 700 a 800pb. B). Marcador de tamaño molecular tomado de Ecogen 2001-
2012, (http://www.ecogen.com/producto.asp?id=585). 
 
A. 
 
B. 
 
Figura 2. Determinación aproximada del tamaño o peso de los amplicones. A). Fotografía 
de electroforesis de 18 muestras purificadas del fragmento del gen COI con cebadores Ben-
Jerry, con un tamaño molecular entre 500 a 600 pb. B). Marcador de tamaño molecular 
tomado de Ecogen 2001-2012, (http://www.ecogen.com/producto.asp?id=585). 
 
A. 
 
B. 
Figura 3. Determinación aproximada del tamaño o peso de los amplicones. A). Fotografía 
de electroforesis de 18 muestras purificadas del fragmento del gen COI 13-14, con un 
tamaño molecular de 800 pb B). Marcador de tamaño molecular tomado de Ecogen 2001-
2012, (http://www.ecogen.com/producto.asp?id=585). 
 
A. 
 
B.  
Figura 4. Determinación aproximada del tamaño o peso de los amplicones. A). Fotografía 
de electroforesis de 18 muestras purificadas del fragmento del gen LWR, con un tamaño 
molecular entre 800 a 1000 pb. B). Marcador de tamaño molecular tomado de Ecogen 
2001-2012, (http://www.ecogen.com/producto.asp?id=585). 
 
Del total de las 81 muestras separadas, solo 68 dieron positivas, los restantes de las 
muestras dieron negativas o se agotaron. En total, 594 muestras fueron enviadas a 
secuenciar con su respectivo F y R. Una vez secuenciadas, SSiGMol envió los resultados 
(electroferogramas) en un archivo .ABI o .ab1, dichos electroferogramas fueron 
ensamblados independientemente y editadas con el programa Proseq3 (Filatov, 2009).  
Debido a que aún no se tienen todos los resultados de secuenciación de SSiGMol, el 
procedimiento de preparar las secuencias de ADN para ser enviadas a la base de datos tipo 
GenBank está parcialmente abordado, además de que actualmente el consenso de 
secuencias y alineamiento se sigue llevando a cabo por otra estudiante como actividad 
parcial de otro trabajo de grado dentro del proyecto Tapinoma de la región Neotropical.  
 7. Conclusiones  
Basado en los resultados, el pasante debe presentar el grado de cumplimiento de las 
actividades asignadas por el Centro, Grupo, Instituto de Investigaciones o Entidad y 
expresar sus consideraciones sobre la utilidad de las actividades asignadas en la pasantía. 
 
El periodo de ejecución de la pasantía ha representado todo un complemento indispensable 
en mi formación académica debido a que me ha permitido aumentar mis conocimientos, 
tomando en consideración no sólo conocimientos teóricos sino también prácticos y sociales, 
como lo es la actitud y responsabilidad que se deben tomar dentro de un espacio laboral. 
 
La mayoría de las actividades cuyos objetivos se plantearon dentro del proyecto de la 
pasantía se lograron cumplir satisfactoriamente, por ello considero que mi experiencia ha 
sido un proceso provechoso que ha dado frutos no solo para mí, sino para el grupo de 
investigación, logrando así cumplir con sus propósitos y compromisos. 
 
Este tipo de experiencia que ha culminado, me ha brindado la capacidad de adquirir mayor 
cualificación para el desarrollo de investigación en el ámbito de la biología molecular, y al 
mismo tiempo incrementando las posibilidades laborales dentro de un panorama 
globalizado y tendiente al aprovechamiento de la diversidad biológica. 
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